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RNAi timeline
3.1 - RNAi pathway dissection
12/10/16
1995 - Guo e Kemphues notano che RNA senso sono efficienti quanto gli antisenso nella soppressione dell’espressione genica in C. 
elegans.
1997 - Cogoni e Macino isolano mutanti di Neurospora crassa difettivi per il ‘quelling’, un fenomeno di silenziamento post-trascrizionale 
indotto da transgeni, simile all’RNAi.
1998 - prima descrizione del fenomeno dell’RNA interference (RNAi). Fire e Mello iniettano dsRNA in C. elegans  inducendo un 
silenziamento genico sequenza-specifico.
1999 - il laboratorio di Mello comincia a dissezionare geneticamente il fenomeno dell’RNAi, identificando rde-1, un gene che codifica per 
un omologo della famiglia Argonaute, conservata nel regno vegetale e animale.
2000 - Zamore e colleghi scoprono il processamento di lunghi dsRNA a carico di una attività RNasica di tipo III in piccoli frammenti dsRNA 
di 21-23 nucleotidi (siRNA) in estratti cellulari di Drosophila.
2001 - caratterizzazione di DICER, una RNasi III evolutivamente conservata, alla base dell’RNAi.
2001 - il laboratorio di Tuschl descrive per la prima volta l’RNAi in cellule di mammifero.
2003 - vari laboratori riportano come la trascrizione di piccoli RNA a forcina (short hairpin shRNAs) induca silenziamento specifico in 
mammiferi. Primi report di applicazioni terapeutiche dell’RNAi in topo.
2002 - primi report sul coinvolgimento dell’RNAi in fenomeni di silenziamento della trascrizione e modificazioni della cromatina.
2004 - la Acuity Pharmaceuticals annuncia l’entrata in fase I del trial per un farmaco siRNA contro una malattia degenerativa (age-related 
macular gegeneration).
2006 - Fire e Mello vincono il Premio Nobel per la medicina. 
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RNAi: piccoli dsRNA guidano il processamento di mRNA target ad intervalli di 21-23 nt
3.2 - RNAi pathway dissection
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RNAi in vitro richiede ATP
3.3 - RNAi pathway dissection
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RNAi: disaccoppiato dalla traduzione
3.4 - RNAi pathway dissection
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il dsRNA è processato in frammenti di 21-23 nt di lunghezza
3.5 - RNAi pathway dissection
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il ssRNA antisenso è uno scarso induttore di interference 
3.6 - RNAi pathway dissection
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la posizione del dsRNA determina la regione di processamento del target
3.7 - RNAi pathway dissection
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il mRNA target viene processato in frammenti di 21-23 nt
3.8 - RNAi pathway dissection
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RNAi in Drosophila Schneider cells
3.9 - RNAi pathway dissection
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attività nucleasica di RISC (RNA-induced silencing complex)
3.10 - RNAi pathway dissection
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RISC contiene un piccolo RNA di 25 nt
3.11 - RNAi pathway dissection
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3.12 - RNAi pathway dissection
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articolo discusso in aula
una RNasi di tipo III conservata inizia l’RNAi
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frazionamento e separazione delle attività di ‘dicing’ (produzione 22 nt RNAs) 
da quelle di ‘slicing’ (mRNA processing)
3.14 - DICER
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RNasi di tipo III (attività specifica per dsRNA)
3.15 - DICER
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processamento di dsRNA in frammenti di 22-nt a carico di Dm DICER-1
epitope tag IP DICER IP
3.16 - DICER
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i putativi RNA guida prodotti da DICER comigrano con i 22-nt RNA associati a RISC
3.17 - DICER
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coinvolgimento di DICER nell’RNAi in vivo
uno dei primi casi in letteratura in cui viene  silenziato mediante RNAi un componente del macchinario RNAi
3.18 - DICER
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RNAi può essere distinto biochimicamente in almeno due passaggi distinti:
1 - L’inizio è a carico di DICER, una RNasi di tipo III conservata, che processa dsRNA in sequenze guida di ~22 
nucleotidi.
2 - Gli RNA guida sono incorporati in  un secondo complesso con attività nucleasica, chiamato RISC (RNA-
induced-silencing complex), capace di degradare in maniera specifica messaggeri ssRNA con sequenze 
complementari al dsRNA
Una implicazione evidente è che le sequenze guida derivano direttamente dal dsRNA iniziatore.
DICER è conservato, dal lievito Schizosaccaromyces pombae  fino all’uomo, passando per Arabidobsis, C. 
elegans, Drospohila, e topo, e dimostra la conservazione evolutiva dell’apparato RNAi
Oltre a un doppio dominio RNasi III e il dominio di legame al dsRNA, DICER presenta un dominio elicasi-like che 
potrebbe essere importante per svolgere duplex dsRNA e un dominio PAZ  (PIWI/Argonaute/Zwille).
 
È importante notare che tale dominio PAZ è ritrovato anche in proteine della famiglia Argonaute associate 
mediante screening genetici ed alcune evidenze biochimiche a fenomeni RNAi (2001) . 
3.20 - DICER
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L’attività RNasi di tipo III  di DICER produce piccoli duplex RNA con caratteristiche salienti:i 
termini hanno la stessa struttura dei prodotti di digestioni della RNasi III di E. coli.
3.21 - DICER
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modello per il taglio di dsRNA a carico di DICER
DICER !
SLICING (RISC) (?)
omodimero; due centri di reazione
monomero; centro di reazione singolo
DICER funge da endonucleasi monomerica, a partire dai termini del dsRNA
3.22 - DICER
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maturazione di RISC: scelta del filamento guida
insights: RISC maturation and 
Argonautes
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